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Abstract of DE1 002991 5 

Disclosed Is a method for detecting 5-methylcytosine in genomic DNA samples. First, genomic DNA from 
a DNA sample is chemically reacted with a reagent, 5-methylcytosine and cytosine reacting differently. 
The pre-treated DNA is then ampified with primers from a different sequence using a polymerase. In the 
following step, the amplified genomic DNA is hybridised to an oligonucleotide anray and PGR products are 
obtained which must be provided with an identifying mark. Alternatively, the PGR products can be 
extended in a Primer Extension Reaction, the extension products also being provided with an identifying 
mark. The last step involves examining the extended oligonucleotides for the presence of the identifying 
mark. 
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@ Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen 

@ Beschrieben wird ein Verfahren zum Nachweis von 
S-Methylcytosin in genomlschen DNA-Proben. Zuerst 
wird eine genomische DNA aus einer DNA-Probe mit ei- 
nem Reagenz chemisch umgesetzt wobel 5-Methylcyto- 
sin und Cytosin unterschiedlich reagieren. AnschlieBend 
wird die vorbehandelte DNA unter Ven/vendung einer Po- 
lymerase mit Primern unterschiedlicher Sequenz amplifi- 
ziert. Im nachsten Schritt wird die amplifizlerte genom- 
ische DNA auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert 
und PCR-Produkte erhalten, die mit einer Markierung ver- 
sehen sein miissen. Alternativ konnen die PCR-Produkte 
in einer Primer Extention Reaktion verlangert werden, 
wobel auch die Verlangerungsprodukte mit einer Markie- 
rung versehen sind. 

Im letzten Schritt werden die verlangerten Ollgonukleoti- 
^ de auf das Vorhandensein der Markierung untersucht 
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Beschreibiing 

[0001] Die vorliegende Erfindung beirifift ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Melhylierungen in DNA. 
[0002] Die nach den methodiscben Entwicklungen der letzten Jahie in der MolekuLarbioIogie gut sUidierten Beobacb- 
s tungsebenen sind die Gene selbst, die t^bersetzung dieser Gene in RNA und die daraus entstebenden Roteine. ^Wam im 
Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen angescbaltet wild und wie Akdvieren und Inhibierra bestinimter 
Gene in besdmmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit AusmaB und Charakter der Methylienmg der Gene bzw. 
des Genoms koirelierban Insofem gufiem sich pathogene Zustinde in einem verdnderten Methylierungsmuster einzelner 
Gene oder des Genoms. 

10 [0003] 5-Methylcytosin ist die baufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischo: Zellen. Sie spielt bei- 
spielswdse eine RoUe in der Regulation der Transkripdon, beim genetiscben Imprinting und in der Hunoigenese, Die 
Idendfizieiung von 5-Methylcytosin als Bestandteil graetischer Informadon ist daher von eiheblicbem Interesse. 5-Me- 
thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzienmg identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Daruber hinaus geht bei einer PCR-Ampiifikation die epigenetische In- 

15 formation, welche die 5-MethyIcytosine tragen, vollstandig verloren. 

[0004] Eine relativ neue und die inzwischen am haufigsten angewandte Methode zur Unteisuchung von DNA auf 5* 
Methylcytosin beniht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieBender alkalischer Hydro- 
lyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem 'Riymidin entspricht. 5-Methylcytosin 
wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert Damit wird die ursprungliche DNA so umgewandelt, dass 

20 Methylcytosin, welches ursprunglich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Tbchniken als einzig va-bliebenes Cytosin beispielsweise durch Am- 
plifikadon und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. AUe diese Ifechniken beruhen auf Ba- 
senpaarung, welche jetzt voll ausgcnutzt wird. Der Stand der Tfechnik, was die Empfindlichkeit betriflft, wird. durch ein 
Veif ahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschliefit, dadurch die Diffusion und 

25 Renaturierung der DNA (Bisulfit leagiert nur an einzelstcSngiger DNA) veifaindert und alle RUungs- und Reinigungs- 
schiitte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. et al, NucL Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066). Mit dieser Methode kdn- 
neo einzelne Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranscbaulicht AUerdings werden bisher nur 
einzelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaaie LSnge untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Ikusenden 
von m6glichen Methylierungsanalysen ist nicht mdglich. Alleidings kann auch dieses Vferf ahren keine sehr kldnen Frag- 

30 mente aus g^gen Probenmengen zuverlassig analysieien. Diese gehen trotz DifEusionsschutz durch die Matrix verio- 
ren. 

[0005] Eine Ubersicht uber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem fol- 
genden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T, DePamphiiis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 
2255. 

35 [0006] Die Bisulfit-Technik ward bisher bis auf wenige Ausnahmen (z. B. Zechnigk, M. et al. , Eur. J. Hum. Gen. 1 997, 
5, 94-98) nur in der Forschung angewendet.. Immer aber werden kurze, spezifische Stucke eines bekannten Gens nach 
einer Bisulfit-Behandlung amplifiziert und entweder komplett sequenziert (Olek, A. und Walter, J., Nat Genet 1997, 17, 
275-276) Oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "ftiraer-Extension-Reaktion" (Gonzalgo, M. L. und Jones, P. A., 
Nucl. Acids Res. 1997, 25, 2529-2531, WO-Patent 9500669) odereinen Enzymschnitt (Xiong, Z. und Laird. P W., Nucl. 

40 Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben wor- 
dea (Olek et al., WO 99 28498). 

[0007] Weitere Publikationeh, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-lfechnik zum Methylierungsnachweis bei ein- 
zeben Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P W. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, 
P A. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und Clark, S. (1994), Bioassays 16, 431; Zeschnik, M, etaL (1997), 
45 Human Molecular Genetics 6. 387; Teil, R. et al. (1994), Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1995), Gene 157, 
261 ; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

[0008] Bine Obersicht Ober den Stand der Ibchnik in der Oligomer Array Herstellung Mi sich aus dner im Januar 
1999 erschienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (NaUire Genetics Supplement, \blume 21, January 1999), der 
dort zitierten Literatur und dem US-Patent 5994065 uber Methoden zur HCTstellung von festen 'Mgem fur Ziehnolekiile 

SO wie OUgonukleotide bd vomindertem nichtspezifischem ICntergrundsignal enmehmen. 

[0009] FOr die Ablasmng eines immobilisierten DNA-Arrays sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet 
worden. Besonders geeignet fiir Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5'-0H der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise ttba* ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoflfe Cy3 und Cy5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaldich. 

55 [0010] Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations-MassenspektromeUie (MALDI-TQF) ist eine sehr leistungsfa- 
hige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekiilen (Karas, M. und Hillenkamp, F. (1988), Laser desorption ionization 
of proteins with molecular masses exeeding 10000 daltons. Anal, Chem. 60: 2299-2301). Ein Analyt wird in eine licht- 
absorbierende Matrix eingebettet. Diux:h einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Analytmolekiil so 
unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StoBe mit Matrixmolekulen wird die lonisation des Analyten eneicht 

60 Eine angelegte Spannung beschleunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr: Auf Grund ihro: verschiedraen Massen wer- 
den lonen unterschiedlich stark beschleunigt Kleinere lonen erreichen den Detektor friiher als groBere. 
[QOM] MALDI-TOF Spekttoskopie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden imd Proteinen. Die Analyse 
von Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. (1995)), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization Mass Speorometry. Molecular Biology: Current Innovations and Future lYends 1 : 147-157.) FOr Nuklein- 

65 sSuren ist die Empfindlichkeit etwa 1(X) mal schlechter als flir Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgr5Be Qber- 
proportional ab. Fur Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat haben, ist der lonisationsprozeB durch 
die Matrix wesentlicfa ineffizienter. In der MALDI-TOF Spektroskopie spielt die Wahl d^ Matrix eine eminent wichtige 
RoUe. Fiir die Desorption von Pq)tiden sind einige sehr leistungs^hige Matrices gefunden worden, die eine sehr fdne 
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Kristallisation eigeben. Fiir DNA gibt es zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde daduich der 
Empfindlichkeitsunterschied nicht veiringert Der EmpfindlichkdtsuDterscbied kazin verringert werden, indem die DNA 
chemisch so modifiziert wird, dass sie einem Pepdd ahnlicher witd. Phosphorothioatnukleiosauien, bei denen die ge- 
wdfaDlichen Phosphate des Riickgrats durch Hiiophosphate substituiert sind, lassen sicb durch einfacbe Alkylierungscbe- 
mie in eioe ladungsneutiale DNA umwandeln (Gut, L G. und Beck, S. (1995)» A procedure for selective DNA alkylation 5 
and detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die Kopplung eines "charge tags" an diese mo- 
difizierte DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den gkichen Betrag, wie er fur Peptide gefimden 
wird. Bin wdterer Vorteil von "charge taggiog" ist die crhShte StabilitSt der Analyse gegen \ferunreinigungen, die den 
Nacbweis unmodifiziertBr Substrate stark erschweren. 

[0012] Genomische DNA wird durch Standardmcthoden aus DNA von Zeli-, Gewebc- oder sonstigen \fersuchsproben lO 
gewonnen. Diese Standardmetbodik findet acb in Referenzen wie Fritsch und Maniads eds., Molecular Cloning: A La- 
boratory Manual, 1989. 

[0013] Harastoff verbessert die Effizieaz der Bisulfii-Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosm in ge- 
nomischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW. Piper AA.(1998), Nucleic Acids Res. 26: 5009-5010). 
[0014] Aufgabe der voiiiegende Erfindung ist es daher eine Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylienmgen in IS 
DNA zur Verfiigung zu stellen, welches die Nachteile des Standes der Technik uberwindet 

[0015] Die Aufgabe wird dadurch gelost, dass ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA zur 
Verfiigung gestellt wird, worin dass man folgende Arbeitsschritle ausfiihrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer Losung eines Bisulfits (= Hydrogensulfit, Disulfil) im Konzenttali- 20 
onsbereich zwischen 0,1 und 6 M inkubiert, wobei ein denaturierendes Reagenz und/oder Losemittel sowie minde- 
stens ein Radikalfanger zugegen ist; 

b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder einer wassrigen Losung verdiinnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion amplifiziert; 

d) man detekdert, inwieweit sich die Sequenz durch die Behandlung nach Schritt a) gegenUber der genomischen 25 
DNA-Robe verandert hat und schliefit auf den Methylierungsstatus zumindest eines Locus in der genomischen 
DNA-Probe. 

[0016] Erfindungsgemafi bevorzugt ist es dabd, dass das denaturierende Reagenz und/oder Losungsmittel aus der fol- 
genden Liste von Verbindungen oder Verbindungsklassen ausgewahlt ist: 30 
Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und subsdttiierte Derivate, Hamstoflf oder Derivate, Acetonitril, primare Alko- 
hole, sckundare Alkohole. tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylethei; Ttiethylenglykoldialkylethw:, T&traethylen- 
glykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO, THF. 
[0017] Bevorzugt ist dabei femer, dass der Radikalfanger aus der folgenden Gruppe von Verbindungen ausgewahlt ist: 
Di-, TVihydroxybenzole, Griinteeextrakt (green tea extract), pine baric extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba Extrakt (EGb 35 
761), Flavonoid-Mischung verschiedener Frucht- und Gemiiseextrakte (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH 
(l.l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), TVoIox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman- 
2-carboxylic acid), 2,6-Di-tertbutylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Medioxy-ditert-butylphenol, 2,6-Di-tert-bu- 
tyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, \^tamin C, Vitamin E, Vitamin Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydrox- 
yterpene, Flavonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquio- 40 
xide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba exttact (EGb 761), Di(2- 
methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(II)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloidal Extrakt, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,2-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1,2-naphthochinon, 45 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-l,4-naphtfiochinon, 

2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-naphthochinon, 

2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-naphthochinon, 

2- (3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl> 1 ,4-naphthochinon, 50 
4-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-telrahydio-l,2-anth^ 
4-(3>Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-teUrahydro-l,2-and^ 
4-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>5,5,8,8-teiramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 

3- Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-ant^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-indan- 1 ,3-dion, 55 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydrD-2H-naphd^ 

on, 

2-(3,5-IM-tert-buiyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydKv2H-naphthal^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydrDxyphenyl>indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-l-on]-3-yl, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthracto^ 60 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-chlor-5^,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrach^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-telrahydro-l,4-andirachinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-5j5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrach^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7^tetrahydro-l,4-anthrach^^ 

2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5^,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-t^ 65 
2-Brom-3-(3,5-dibrDm-4-hydroxyphenyl)-54,8,8-tetramelhyl-5,6J,8-tetrahydro-l,4-anthrachino^ 

2- Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5.8.8-tetramcthyl-5,6.7,8-tetrahyd^ 

3- BrDm-2-(3,5-di-tcit-butyl-4"hydroxyphenyl)-l,4-anlhrachinon, 
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2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 3-meihoxy- 1 ,4-anthrachinon, 

2- (3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 3-hydroxy- 1 ,4-anthrachinoii, 
5^,8,8-Tfelramethyl-5,6,7,8-tetrahycirDnaphthalin-l,3-diol, 

3- Methoxy-5^,8,8-teti^ethyl-5,6J,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 

5 4-(3-Chlor-53,8,8-tetramethyH,4-dioxo- 1 ,43,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaurc, 
Methyl-4-(3-chlor-5^,8,8-tetraniethyl-lAdioxo-l,4^,6J,8-hexahydroant^^ 

4- (3-Hydroxy-l,4-dioxo-lAdihydK>naphthalin-2-yl)-beiizoesaure, 
Methyl-(3-methoxy-l,4-dioxo-l,4Klihydronaphthalin-2-yl)-ben2oesaurc, 
4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4^,6J,8-hexahydroanthrac«i- 

10 Methyl'4-(3-hydroxy-l,4-<lioxo-l Adihydronaphthalin-2-ylazo)-benzoat, 
4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4^.6J,8-hexahydroanthrac^^^ 
3-(3^-IM-tert-butyl'4-oxocyclohexa-2^-dienyHden)-5^,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tet^ 
1^-dion, 

3-(3^-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2^-dienyUden>5,5,8,8-tetramethyl-5,6J,8-tetrahyck^ 
15 2-(3^-Di-tert-butyl-4-hyclroxyphenyl>-3-meihoxy-5,8Klimethyl-l,4^ 

2-(34-I>i-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochmon, 

2-(3^-Di-tert-butyl-4-hyclroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydrDxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 
20 3-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-methoxy-5,6-<iimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-IM-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>2-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
25 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-ethylthio-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-IM-tert-butyl4-hydK)xyphenyl>3-hydroxy-5,8-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl'^hydi:oxyphenyl>3-hydroxy-6,7Ktoethyl-1.4-naphA^ 
2-(3,5-Di-tert-bulyl-4-hydroxypheny l)-3-hydroxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 
30 3-(34-I>i-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>2-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tcrt-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheny l)-2-hydroxy-6-methyi- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3-Brom-5-tCTt-butyl-4-hyciroxyphttiyl)-3-hydroxy-5,6-dimelhyl- 1 ,4-naphthochinon, 

35 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-diraethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphth^^ 

[0018] ErfindungsgentMB bevorzugt ist dabei, dass man die genomische DNA-Probe vor der Behandlung themnsch de- 
naturieit 

40 [0019] Besonders erfindungsgemafi bevozzugt ist es, dass man den Schiitt c) in zwei Ibilschntten wie folgt durchfiihitr 

a) eine PGR Praamplifikation mit mindestens einem Primerpaar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach An- 
spruch 1 vorbehandelte DNA-Probe unspezifisch hybridisieicn und daher im PCR Schritt mehr als ein Amplifikat 
eigeben; 

45 b) eine PCR Amplifikation des in der Praamplifikation gebildeten Produkts mit Primem untvschiedlicher Sequaiz, 
die jeweils zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vorbehandelten DNA-Probe [(+)-Strang oder (-)-Strang] iden- 
tisch Oder revers komplemoitar sind und die zu amplifizioiende DNA spezifisch hybridisieren. 

[0020] Es ist erfindtmgsgemaB weiteitiin bevorzugt, dass man die Amplifikation von mehieten DNA-Abschnitten in ei- 
50 nem Reaktionsge^ durchfiihrt. 

[0021] Bevorzugt ist es erfindungsgemafi auBoxlem, dass man fiir die Polymerasereaktion eine hitzebestandige DNA- 
Polymerasc verwendet. 

[0(^] Besonders ist es erfindungsgemafi bevorzugt, dass man vor Schritt c) des ^rfindungsgemgfien >%rfahrens dne 
Desulfonierung der DNA durchfuhrt. 
55 [0023] Es ist auch bevorzugt, dass man fur die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf emen Oligo- 
nukleotid Array hybridisien und man anschliefiend die folgenden Tfeilschritte ausftihrt 

a) die amplifiziene genomische DNA wird an mindestens ein OUgonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hy- 
bridisiert, wobei besagte hybridisiate Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 

60 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtUch ihrer Methylierung in dsr genomischen DNA-Probe zu un- 
Cersucben sind; 

b) man das OUgonukleotid mit bekaimter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase mindestens um ein 
Nukleotid vedangert, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Maridenmg tragt und die \^riangerung vom Methy- 
lierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt 

65 

[0024] Es ist erfindungsgemafi bevorzugt, dass man fur die Detektion der vorbehandelten DNA die PGl-Ftodukte auf 
einen OUgonukleotid Array hybridisiert und man anschUefiend die folgenden Tbilschritte ausgefiihrt: 
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(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die bybridisier- 
ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende unmiitelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methyliaung in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und 
wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmoleklils hybridisieit, so dass s 
das 5 -Ende des Oligonukleotids dor zweiten Spezies duxch eine Liicke von der GroBe eines HnzelnuMeotides oder 

bis zu 10 Nukleodden vom 3 -Ende des hybridisieiten Oligonukleotids der eisten Spezies an d^ SteUe der besagten 
ausgewShlten Fbsition getrennt ist; 

(b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels dner Polymerase 

um hdchstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3'-£nde des Oligonukleotids der 1 . Spezies lO 
und dem 5'-£nde des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die \^ilMngerung vom Methylierungsstatus des 
jeweiiigen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase- 
reaktion verlangeite Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden wer- 
6ea und man dadurch ein Ligationsprodukt whSlt, sofem im vorangehenden Schritt eine Vferiangerung des Oligo- 15 
nukleotids der eisien Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'-£nde mit vorhandener 3'-Hydroxyfunktion des verlan- 
g^n Oligonukleotids unmittelbar an das S -Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angienzt 

[0025] Dabei ist es erfindungsgemaB besonders bevorzugt, dass die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies 
und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spezies entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen 20 
T, A und G enthalten. 

[0026] Es ist auBerdem erfindungsgemaB bevorzugt, dass man fiir die Detektion der voibebandeltra DNA die PCR- 
Ptodukte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anscblieBend die folgenden Ibilschritte ausfUhrt: 

(a) man hybridisiert die ampli&zierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 25 
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihiem 3'-£nde 
teilwdse oder voUstSndig an die Positionen hybridisieren, die hinsiditlich ihrer Methylierung in der genomischen 
DNA-I^be zu untersuchen sind; 

(b) man das Oligonukleotid, sofem es mit seinem 3'-'Ibiminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu- 
chenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindest^ um ein Nukleotid verlangert, wobei minde- 30 
stens ein Nukleotid eine nachwdsbare Mariderung u%t und die N^rlangerung vom Methylierungsstatus des jewei- 
iigen Cytosins in der genomischen DNA-Ptobe abhangt. 

[0027] Es ist auch erfindungsgemaB bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/odw Verlangemngsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte fiir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versiehL Dabei ist es besonders bevorzugt, 35 
dass die Markierungen FluoreszenzmaridCTungen und/oder dass die Markierungen Radionuklide sind, Besonders bevor- 
zugt ist es dabei, dass die Markierungen der Nukleotide ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspek- 
trometer nachweisbar sind. 

[0028] Insbesondere ist es auch bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangemngsprodukte und/oder li- 
gationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweisl und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 40 
Bevorzugt ist es erfindungsgemaB auch, dass man jeweils ein Fragment der PCR-Ptodukte und/oder Verlangemngspro- 
dukte und/oder ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist. 

[0029] Das wfindungsgemaBe Verf ahren ist bevorzugt auch dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR- 
Produkts und/oder Vcriangerungsprodukls und/oder ligationsprodukts durch Vsidau mit einer oder mehrerer Exo- oder 
Endonukleasen erzeugt 45 
[0030] Es ist weiterhin bevorzugt, dass man zur besseien Detektierbariceit im Massenq)ektronieter die erzeugten Frag- 
mente mit einer einzelnen positiven oder negativen Nettoladung versiehL 

[0031] Ganz besonders bevorzugt ist es, dass man die PCR-Produkte und/oder \^rl§ngerungsprodukte und/oder liga- 
tionspoxxiukte mittels Matrix assistierter Laser Desoiptions/Eonisations Massenspektrometrie (MALDI-TDF) oder mit- 
tels Elektrospray MassenspdOrometrie (ESI) detektiert und visualisiert so 
[0032] Das erfindungsgem^ Verfahren ist auch derart bevorzugt, in dem man die genomische DNA aus ein^ DNA- 
Probe erhalt, wobei Quellen fur DNA z. B. ZeiUinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Riickcnmarks-Flussigkeit, in 
Paraffin einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder 
Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 

[0033] Ein weiierer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die \ferwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrwis 55 
zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fiir Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig- 
nisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; 
CNS-Fehlfijnktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymplome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologi- 
sche und soziale Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; De- 
menz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunkiion, Schadi- 60 
gung oder Krankheit des gastrointestinalen TVaktes; Fehlfimktion, Schadigxmg oder Krankheit des Atmungssystems; 
Verietzung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfimktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfimktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfimktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer- 
zen Oder sexuelle Fehlfimktion. 65 
[0034] Gegenstand der Erfindung ist auch die V^endung eines erfindungsgemaBen Verfahrens zur Untetscheidung 
von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der ZeUdiflferenzimng. 

[0035] Ein weiteier Gegenstand der vcxliegenden j^dung ist schlieBlich ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit ent- 
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haltenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oda Losungsmitteln, sowie Radikalfangern und Primem zur Herstellung 
der Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfiihiung eines Assays nach einem erfindungsgemafien \^rfahrcn. 
[0036] Die voiiiegende Erfindung stellt ein automatisieibares Veifahien zum Nachweis von Metbylcytosin bereit, wel- 
ches nur Pipetderschritte enthalt Daduich wild die Effizienz bestehender Verfiahien in Bezug auf die Hnfachheit der 
s Handhabung, die QualitSt, die Kost^ und vor allem den Durchsatz veibesseit 

[0037] Beschrieben wild ein automatisierbaies N^ahren zum Nachweis von Methylcytosin in genomischen DNA- 
Probeo: 

Die zu analysierende geaomische DNA wild bevoizugt aus den ublichen Quellen fiir DNA fallen, wie z. B. Zelllinien, 
Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmaiks-Flussigkeit, in Paraffin eingebetletcs Gewebe, beispielsweise Gewebe 
10 von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Lebei; histoiogische Objekttrager und alie moglichen 
Kombinationen hiervon. 

[0038] Im ersten Schritt des Verfahrens behandelt man die eingesetzte DNA bevoizugt mit Bisulfit, (= Disulfil, Hydro- 
gensulfit) derart, dass alle nicht an der 5-Position der Base meihylierten Cytosine so verandert werden, dass eine hinsicht- 
lich dem Basenpaanmgsverhalten unterschiedliche Base entsteht, wahrend die in 5-Position methylierten Cytosine un- 
15 verandert bleiben. 

[0039] Die genomische DNA-Probe denaturiert man besonders bevorzugt vor der Bdiandlung thermisch. 
[0040] Wird fur die Reaktion Bisulfit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 und 6 M verwendet, so findet an den 
nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt Fiir das erfindungsgemaBe Verfahren mussen zudem ein denaturie- 
rendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfanger zugegen sein. 
20 [0041] Dabei kommen als denamrierende Reagenzien oder Losungsmittel bevorzugt die folgenden Verbindungen oder 
Verbindungsklassen in Frage: 

Polyethylenglykoldialkyledier, Dioxan und substidiierte Derivate, Hamstoff oder Deiivate, Acetonitril, piimare Aiko- 
hole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, IHethylenglykoldialkyiether, Tcttaethylen- 
glykol-dialkylether, Pentaetbylenglykoldiakylethei; Hexaethylenglykoklialkylether, DMSO oder THE 
2S [0042] Als RadikalfMnger ist die Gruppe der in Anhang 1 aufgelisteten >^ifoindungen oder daen Derivate voizugs- 
weise geeignet Die anschlieSende alkalische Hydrolyse fUhit dann zur Umwandiung von nicht methylierten Cytosin- 
Nukleobasen in Uracil 

[0043] Im zweiten Verfahr^isschiitt veidQnnt man die behandelte DNA-Ptobe mit Wasser oder dner wSssrigen Ld- 
sung. Bevorzugt wird anschlieBcnd eine Dcsulfonierung der DNA (10-30 min. 90-100*C) bci alkalischem pH-Wert 
30 durchgefubrt 

[0044] Im dritten Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DNA-Probe in einer Polymerasekettenreaktion, bevor- 
zugt mit einer hitzebestandigen DNA-Polymerase. Die Amplifikation von mehreien DNA-Abschnitten wird vorzugs- 
weise in einem ReaktionsgefaB gemacht 

[0045] Den Verfahrensschritt fuhrt man vorzugsweise in zwei Teilschritten durch. Man beginnt mit einer PCR Praam- 
35 plifikation mit mindestens einem Primerpaar unierschiedlicher Sequenz, welche die vorbehandelte DNA Probe unspezi- 
fisch hybridisieren und daher im PCR Schritt mehr als ein Amplifikat ergeben. Danach fuhrt man eine PCR Amplifika- 
tion des in der Praamplifikation gebildeten Produkts mit Primem unterschiedlicher Sequenz durch, die jeweils zu einem 
Abschnitt der vorbehandelten DNA-Probe [(+)-Strang odsr (-)-Strang] identisch oder revers komplementar sind und die 
zu amplifizierende DNA spezifisch hybridisieren. 
40 [0046] Im letzten Verfahrensschritt detektiert man, inwieweit sich die Sequenz durch die Behandlung mit einem Bisul- 
fit enthaltenen Reagenz gegeniiber der genomischen DNA-Probe verandert hat und schliesst auf den Methylierungsstadis 
zumindest eines Locus in der genomischen DNA-Probe, 

[0047] Fiir die Detektion weiden die PCR-Produkte besonders bevorzugt auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert 
[0048] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens fiihrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleotid Ar- 
45 ray die folgenden Teilschritte dutch: 

a) die ampUSmertc genomische DNA wild an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hy- 
bridisiert, wobei besagte hybridisi^ Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihier M ethylierung in der genomischen DNA-Ptobe zu un- 

50 tersuchen sind; 

b) das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase mindestens um ein 
Nukleotid veriangert, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung d^gl und die Verlangerung vom Methy- 
lierungsstatus des jeweiligen Cyto^ns in der genomischen DNA-Pnobe abhangt 

55 [0049] In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonu- 
kleotid Array die folgenden Tfeilschritte durch: 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenra Spezies besteht und wobei die hybridisier- 

60 ten Oligonuldeotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende uimiittelbar od^ im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich Methylimmg in der genomischen DNA-Probe zu untersuchai sind und 
wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekiils hybridisiert, so dass 
das 5'-Ende des Oligonukieotids der zweiten Spezies durch eine Lucke von der GroBe eines Einzelnukleotides oder 
bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des bybridisieiten Oligonukieotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten 

65 ausgewShlten Position getrennt ist; 

(b) das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase 
tmi bocbstens die Anzahl von Nukleotiden veriangett, die zwischen dem 3'-£nde des Oligonukieotids der 1 . Spezies 
imd dem 5 -Ende des Oligonukieotids der 2. Spezies liegen, wobei die Veriangerung vom Methylierungsstatus des 
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jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubieit die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase- 
leaktion veiiangeite Oligonukleotid der ersten Spezies und das OUgonukleotid der zweiten Spezies veifounden wer- 
den und man dadurcb ein Ligadonsprodukt erhalt, sofera im vorangdieaden Sdiritt dne >%riSngening des Oligo- 
nukleotids der ersien Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'-Ende ndt voriiandraer 3*-Hydroxyfunktion des verlSn- 5 
geiten Oligonukleodds unmittelbar an das 5 -Ende des OUgonukleodds der zwdten Spezies angrenzt, welches be- 
voizugt phosphorylieit vorliegt 

[0050] Die verwendeten Oligonukleotide der erstea Spezies und/oder die v^rwendeten Oligonukleotide der zweiten 
Spezies enthalten besonders bevorzugt entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen X A und G. 10 
[0051] In einer wiederum bevorzugten Vaiiante des Verfahrens fiihrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonu- 
kleotid Array die folgenden IbilschriUe durch: 

(a) man hybridisiert die ampiifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 
von n Nukleotiden unler Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende 15 
teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen 
DNA-Probe zu untersuchen sind; 

(b) das Oligonukleotid wird, sofem es mit seinem S'-lferminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu- 
chenden Position hybridisierte, mitlels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid verlangert, wobei minde- 
stens ein Nukleotid eine nachweisbare Mariderung ttagt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jewd- 20 
ligra Cytosins in der graomischen DNA-Ftobe abhangt 

[0052] Die PCR-Piodukte und/oder Verlangerungspiodukte und/oder ligationspiodukte sind fiir die Detektion beson- 
ders bevorzugt mit einer nachweisbaren Markierung versehen. 

[0053] Vorzugsweise sind die Markierungen der PCR-Produkte und/oder X^rl^geiungsfsodukte und/oder Ligations- 25 
piodukte Fluoieszenzmazkienmgen, Radionuklide oder abldsbaie Massenmariderungen, die in einem Massenspektio- 
meter nachgewiesen weiden. 

[0054] Die PGl-Frodukte und/oder Verlangerungspiodukte und/oder Ligationsprodukte kdnnen vorzugsweise insge- 
samt im Massenspektromet^ nachgewiesen wetden und sind somit durch ihre Masse eindeutig charakteiisierL 
[0055] Besonders bevorzugt weist man jeweils ein Fragment d^ FCR-Produkte und/oder ^%rlangerungsprodukte und/ 30 
oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nach. 

[0056] Das Fragment des PCR-Produkts und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts erzeugt man be- 
vorzugt durch Verdau mit einer oder mehrcrer Exo- oder Endonukleasen. 

[0057] Zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer wdsen die erzeugten Fragmente besonders bevorzugt 
eine einzelne positive oder negative Nettoladung auf. 35 
[0058] Die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte detektiert und visualisiert 
man vorzugsweise mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder 
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI). 

[0059] Das vorliegende Veifahren wird bevorzugt verwendet zur Diagnose und/oder Prognose von nachteiligen Ereig- 
nisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorien an- 40 
gehoren: unerwunschte Arzndmittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; 
Aggressionssymptome oder Verhaltensstfimngen; klinische, psychologische und soziale Konsequenzen von Gehimscha- 
digungen; psychotische Storungen und Persdnlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovasku- 
lare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; FehlAmktion, SchMgung oder Krankheit des gastrointestinalen IVaktes; 
[0060] Fehlfunktion, SchSdigung oder Krankheit des Atmungssystems; \^rietzung, Entzttndung, Mektion, ImmunitSt 4S 
und/oder Rekonvaleszenz; F^hifiinktion, Schadigung oder Krankheit des Keepers als Abweichung im Bntwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, SchSdigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochra; endokrine 
und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmeizen oder sexuelle Fehlfunktion. 
[0061] Das neue Verfahren dient fema* besonders bevorzugt zur Unterscheidung von Zelltypen, Geweben oder zur Un- 
tersuchung der Zelldifferenzierung. SO 
[0062] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer ein Kit, das ein Bisulfit enthaltenes Reagenz, denaturierende 
Reagenzien oder Losungsmittel, sowie Radikalfanger gemass Anhang 1, Primer zur Herstellung der Amplifikate und 
eine Anleitung zur Durchfiihrung eines Assays entbSlt 

Anhang 1 S5 

Di-, TVihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a flavonoid 
hkad of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), 
DPPH (l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), 

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetrametiiylchroman-2-carboxylic acid), 60 
2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Metiioxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 
3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyteipene, Flavonoide, Curcu- 
min. Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquioxide, Superoxid dismutase 
(SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dit- 
hionate und Cu(II)-Deiivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloldal exu^t, 65 
4-(3,5-Di-tcrt-butyl-4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ^-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tcrt-buQfl-4-hydroxyphenyl)-15-naphthochinon. 2-(3,5-Di-tat-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brDm-l,4-napht- 
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hochinon, 

2-(34-Di-tert-butyl-4-hyciroxyphenyl)-3-chlor- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxypheDyl)-3-methoxy- 1 ,4-naphthochmon, 
2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3^-Di-tert-butyl-4-hydioxyphenyl> 1 ,4-naphthochmon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl4-hydiDxyphenyl>3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahyd^ 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-melhoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7.8-te^ 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-a^ 

3- Brom-4-(3,5-<ii-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>5,5,8,8-telramethyl-5,6J,8-te^ 
2-(3,5-Di-teit-butyl-4-oxocyclohexa-23-diienyliden)-indan-l,3-dion, 
2-(3,5-Di-tert-butyi-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4K^ 
on, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyHden>3,4-epoxy-3,4Klimethoxy-3,4Kl 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydiDxyphenyl)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-0,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>mden-l-on]-3-yl, 

2-(3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl>3-brom-54.8,8-tetiMethyl-5,6,7,8-tetrahydn^ 

2-(3^-Di-tert-buiyl4-hydroxyphenyl>3-chlor-5^,8,8-tetrainethyl-5,6,7,8-letrahyd^ 

2-(3,5-Di-tert-bulyl-4-hydroxyphenyl>3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-5,5 ,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 

2-(3,5-Di-tert-buiyl4-hy<irDxyphenyl>5,5,8,8-teiramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-an^ 

2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l^ 

2-Bix)m-3-{3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl«5,6,7,8-tetrahyd^ 

2- Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-5^,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tet^^ 

3- Brom-2-(34-<ii-tert-butyl-4-hydiDxyphenyl)- 1 ,4-anthrachinon, 
2-(3,5-Di-teit-butyl-4-hydroxyphenyl>3-methoxy-l,4-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-anthrachinon, 
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrDnaphthalin-l,3-diol, 

3- Methoxy-5,5,8,8-tetraniethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthaiin-l-ol, 

4- (3-CWor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-ben2oesaiirc, 
MethyI-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-(Uoxo-l,4,5,6,7,8-hexahyciroanthracen-2-yl>b^ 
4-(3-Hydroxy-l,4-dioxo-l,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
Methyl-(3-methoxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetraniethyl-l,4-<tioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthrace^ 
Methyl-4-(3-hydroxy-l,4-dioxo-l,4-dihydrDnaphthalin-2-ylazo)-benzoat, 
4-(3-Hydroxy-5,5,83-tetramethyl-1.4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthrac^ 
3<3,5-Di-tert-bmyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden>5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy^ 
1,2-dion, 

3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-5,5,8,8-ted:amethyl-5,6,7,8-tetrahydr 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-methoxy-5,8-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dinie±yl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-methoxy-5-methyI-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyclroxyphenyl>2-methoxy-5-niethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-niethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyciroxyphenyl>2-methoxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-ciimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl> 3-methoxy-5,7-dime±yl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyI)-3-ethylthio-5-methyH,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyI-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-bulyl-4-hydrDxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-diniethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-IM-tert-butyl-4-hy<iroxyphenyl)-3-hydroxy-6J-dimeihyl-l,4-naphthochi 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-niethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (34-I^-tert-buiyl-4-hydtoxyphenyl)-3-hydroxy-6-meihyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>2-hydroxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphaiyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (34-Di-tcrt-butyl-4-hydroxyphenyl>2-hydroxy-5,6<iimethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydrDxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon. 

Patentanspiiiche 

1. Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man folgende 
Arbeitsschritte ausfiihrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wild mil einer Losung eines Bisulfits (= Hydiogensulfit, Disulfit) im Konzen- 
trationsbereich zwischen 0,1 und 6 M inkubiert, wobei ein denatuiierendes Reagenz und/oder Ldsemittel so- 
wie mindestens ein Radikalfanger zugegen ist; 
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b) die behandelte DNA-Probe wird mil Wasser oder dnet wassrigen Losung verdiinnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion amplifiziert; 

d) man detekdert, inwieweit sich die Sequenz duich die Behandlung nach Schritt a) gegeniiber der geaom- 
ischen DNA-Probe verandeit hat und schHesst auf den Methylierungsstatus zumindest eines Locus in der ge- 
nomischen DNA-Probe. 

2. Verfahren nach Anspnidi 1, daduich gekennzeichnet, dass das denaturieiende Reagenz und/oder Losungsmittel 
aus der folgenden liste von Vatindungen odd Verbindungsklassc»i ausgewShlt isC 

Polyethylenglykoldiaikylether, Dioxan und substituierte Deiivate, Hamstoff oder Deiivate, Acetonitril, piimSre Al- 
kohole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylethw; TYiethylenglykoldialkylethtt, Tetra- 
ethylwiglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylengiykoldialkylether, DMSO, THE 

3. >^rfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da^ der Radikalfanger aus der folgenden Gruppe 
von Verbindungen ausgewahlt ist: 

Di-, Trihydroxybenzole, Grunteeextrakt (green tea extract), pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba Extrakt 
(EGb 761), Ravonoid-Mischung VCTSchiedener Frucht- und Gemiiseextrakle (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 
Corp), DPPH (l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyI), NDGA (Nordihydroguajaret-sauie), TVoIox (6-Hydroxy-2,5,7,8- 
letramelhylchioraan-2-carboxylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-MelhyIdi-tert-butylphenol, 4-Methoxy-di-twt- 
butylphenol, 

2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin Q, Hydrochinon, Ubichinon, 
lignane, Hydroxyterpene, Flavonoide, Curcumin, T^nine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl 
goinanium sesquioxide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba 
extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chloiophenyl)dithionate und Cu(II)-Derivate, Mebendazole, CS (Chlorofonn so- 
luble) alkaloidal Extrakt, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,2-naphthochinon. 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,2-naphlhochinon, 
2-(3^-Di-teit-butyl-4-hydioxyphenyl)-3-brom-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1,4-naphthochmon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheriyl>3-hydroxy-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-letraniethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anto 

4-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydr^ 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 

3- Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydrDxyphenyl)-5,5,8,8-teU^ethyl-5,6,7,8-letrahydiD-l,2-anthrachiTO 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-indan-l,3-dion, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexar2,5-dienyHden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-niethoxy-3,4-dihydi^ 
lin-l-on, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3,4-diraethoxy-3,4-dihydio-2H-naphthaUn-l^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 

3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-l-ton]-3-yl, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 

2-(3,5-Di-teit-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-cWor-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anth^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthracto 

2-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tettahydro-l,4-^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-54J8,8-tetoramethyl-5.6,7,8-tetrahydro-1.4-anthrachin 

2-Brom-3-(3-broin-5-tert-butyl'4-hydioxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachm 

2-Brom-3-(34-^brom-4-hydioxyphenyl)-54,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydK)-l^ 

2- Brom-3-(3-broni-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydioxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrah^ 
chinon, 

3- Brom-2-(3^-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-anthrachinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,4-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-anthrachinon, 
5,5,8,8-'Ifetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin- 1 ,3-diol, 

3- Meihoxy-5,5,8,8-tetramelhyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 

4- (3-CUor-S. 5,8,8-telramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanihracen-2-yl)-ben2oesaure 
Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-ietramethyl- 1 ,4-dioxo- 1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoat, 
4-(3-Hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
Methyl-(3-methoxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
4-(3-Hydroxy-54,8,8-tetramethyl-l,4Kiioxo-l,4^,6,7.8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesauic, 
Methyl-4-(3-hydK)xy- 1 ,4-dioxo-i ,4-dihydronaphthalin-2-yl-azo)-benzoat, 
4K3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4KUoxcKl,4,5,6,7,8-hexahydioanthracen-2-yl-azo)-benzoesa^ 
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclo^^ 
lin-l,2-dion, 

3-(3,5-IM-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrah 
trion, 

2-(3,5-Di-ten-butyl-4-hydioxyphenyl)-3-melhoxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydK)xyphenyl)-3-methoxy-6,7-<limethyl-l,4-naphtho^ 

2-(3^-Di-terl-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-inethyl-l,4-naphihochinon, 
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2-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-raethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3^-Di-tert-butyl-4-hydrDxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyI)-3-niethoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3^-Di-ten-butyl-4-hyciix>xyphenyl)-2-methoxy-S,6-dimethyl-l,4-naphthoch^ 
2<3,5-Di-tcrt-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimcthyl-l,4-naphthochm 
3'<3,5-Di-tert-butyl-4-hydioxyphenyl)-2-methoxy-5,7Kiimethyl-l,4-naphtho^ 
2K3^-IM-tert-butyl'4-hydioxyphenyl)-3-ethylthio-5-methyl-l,4-naphthochinon, 
2'<3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydioxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-<iimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-E)i-tert-butyl-4-hydroxyphenyi)-3-hydroxy-6,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-terl-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyi- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyciroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-terl-butyl-4-hydiDxyphenyi)-2-hydroxy-6-niethyl- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydioxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyI- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-<iimelhyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-teit-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-<iimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl- 1 ,4-naphlhochinon. 

4. Veifahren nach einem der voranstehenden Ansprilche, daduich gekeonzeichnet, dass man die genomische DNA- 
Ptobe vor der Behandlung thermisch denaturiert 

5. Veifahren nach Anspruch 1 daduich gekennzdchnet, dass man den Sdiritt c) in zwei Ikilschritten wie folgt 
durchfuhrt: 

a) eine PGR Praamplifikationmitimndestens einem > PrimeipaarunteischiedlicberSequenz,dieaneinenach 
Anspruch 1 voibehandelte DNA-Robe unspezifisch bybddisierra und daher im PG^ Schritt mehr als ein Am- 
plifikat eigeben; 

b) eine PGR Anq>lifikation des in der Praamplifikation gebildeten I^rodukts mit Primem unteischiedlicher Se- 
quenz, die jeweils zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vodjehandelten DNA-Pcobe [(+)-Strang oder (-)- 
Strang] identisch oder revers komplementar sind und die zu amplifizierende DNA spezifisch bybridisieien. 

6. Verfahien nach einem dsr vorangehenden Anspruche, dadurch gekeonzeichnet, dass man die Amplifikation von 
mehreien DNA-Abschnittra in einem Reaktionsgefafi durchfiihrt, 

7. Verfehren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Polymerasere- 
aktion eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendeL 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man vor Schritt c) des An- 
spruchs 1 eine Desulfonierung der DNA durchfuhrt. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man fiir die Detekdon der 
vorbehandelten DNA die PCR-Ptodukte auf einen Oligonukleotid Airay hybridisicrt und man anschlieBend die fol- 
genden Teilschritte ausfiihrt: 

a) die an:^)lifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex 
hybridisiert, wobei besagte hybridisieite Oligonukieotide mit ihiem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von 
bis zu 10 Basen an die Positionen angienzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu untersuchen sind; 

b) man das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einw Polymerase mindestens um 
ein Nukieotid verlangert, v/obd das Nukleotid eine nachweisbare Maikimng tragt und die Vearlangerung vom 
Methylierungsstams des jewdligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

10. Veifahren nach einem der AnsprCiche 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass man fUr die Detektion der vorbe- 
handelten DNA die PCR-Ptodukte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieSend die folgenden 
Ibilschiitte ausgefuhit* 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotidrai an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung 
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die 
hybridisierten Oligonukieotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methyliwung in der genomischen DNA-Probe zu 
untersuchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiien Spezies an eine zweite Region des Zielmo- 
lekiils hybridisiert, so dass das 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies duich eine Lucke von der 
GroBe eines Einzehiukleotides oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-&ide des hybridisierten Oligonukleotids der 
^ten Spezies an der Stelle der besagten ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Poly- 
merase um hochstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3'-Ende des Oligonukleotids 
der 1. Spezies und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegoi, wobei die Verlangerung vom Me- 
thylierungsstams des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukieotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polyme- 
rasereaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver- 
bunden werden und man dadurch ein ligationsprodukt «talt, sofein im vorangehenden SchriU eine Veiiange- 
rung des Oligonukleotids der ersten Spezies derail eifolgte, dass nun das 3'-£ode mit vorfaandener 3 -Hydroxy- 
funktion des veriangerten Oligonukleotids unmittelbar an das S'-Eade des Oligonukleotids der zweiten Spezies 
angrenzt 

11. Verfahren nach Anspruch 10, daduich gekennzdchnet, dass die veiwendeten Oligonukieotide der ersten Spe- 
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zies und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spezies entweder nur die Basen T, A und C oder aber 
die Basen T, A und G eotbalten. 

12. Verfahren nach einem der Ansprttcbe 1 bis 8, daduich gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der voibe- 
handelten DNA die PCR-Ptodukte auf einen Oligonukleodd Array hybridisiert und man anscblieBend die folgenden 
Teilschiitte ausfuhrt: s 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se- 
queoz vcm n Nukleotiden unter Ausbiidung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ih- 
rem 3 -Ende teilweise oder voUsUlndig an die Positionen hybridisieien, die hinsichtlich ihier Methyliening in 
der genomisdieo DNA-Ftobe zu unt^uchen sind; 

(b) man das Oligonukleotid, sofem es mit seinem 3 -Ibrminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu un- lO 
tersuchenden Position hybridisieite, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid verlangert, wobei 
mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die \^langerung vom Methylierungsstatus 

des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt 

13. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte 
und/oder Veriangerungsprodukte und/oda Ligationsprodukte fUr die Detection mit einer nachwdsbaien Markie^ is 
rung versieht 

14. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekainzeichnet, dass die Markierungen Fluo- 
reszenzmarkierungen sind. 

15. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 
nuklide sind. 20 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Mariderungen der Nukleotide 
ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachweisbar sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder 
Veriangerungsprodukte und/oda* Ligationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch 
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 25 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man jeweils ein Fragment der 
PCR-Produkte und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts und/oder 
Verlangerungsprodukts und/oder ligadonsprodukts durch ^rdau mit dner oder mehrerer Exo- oder Endonuklea- 

sen erzeugt 30 

20. Verfahren nach Anspruch 18 und 19, dadurch gekennzdchnet, dass man zur besseien Delektierbarkeit im Mas- 
senspektrometer die erzeugten Fragmente init einer einzelnen positiven oder negativen Nettoladung versieht 

21. Verfahren gemaB einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet dass man die PCR-Produkte 
und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisa- 
dons Massenspektromettie (MALDI-TOF) oder mittels Eleknospray Massenspektrometrie (ESI) detekiieri und vi- 35 
sualisiert. 

22. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, wobd man die genomische DNA aus eino" DNA-Probe 
erhalt wobd Quellen fiir DNA z. B. Zeillinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Russigkeit in Pa- 
raffin eingebettetes Gewebe, beispielswdse Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust 
Oder Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 40 

23. Venvendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fiir Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, 
Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und soziale 
Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder 45 
assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit Fehlfiinktion und SchSdigung; Fehlfimktion, SchSdigung oder 
Krankheit des gastrointesdnalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; \%rlet- 
zung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut der Mus- 
kdn, des Bindegewebes oder der Knochen; endokiine und metaboiische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; so 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

24. Venvendung dnes Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche ziu- Unterscheidung von Zelltypen 
Oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

25. Kit bestehend aus dnem Bisulfit enthaltenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteb, so- 
wie Radikalfangem und Primem zur Herstellung der Amplifikate, sowie eine Anldtong zur Durchfiihrung eines As- 55 
says nach einem der Anspriiche 1 bis 22. 
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